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Parmtan zur Analvge und Prapar ation von Suhstengan In Mikrolltar- und 
Submlkroliter -Volumlna und Varfahran ni sainar Harstellunq 

Die vorliegende Erflndung betrifft cin Fomntsll zur Analyse und PrHparation von 
Substanzen. 

s Die Entvtficklung der Biotechnoiogie in den tetzten 3ahren, Insbesondere im Be- 
relch der Proteom- und Genom-ForsChung verlangt nach elfizienter Analytik bel 
allgemelner Reduktton der Proben- und Reagenzlenvolumina. Au^rund der zu- 
nehmenden ParalleUsierung der Untensudiungen bestehen hohe Anforderungen 
Im Berelch elner einfachen, praktikablen und Okonomlsch vertretbaren Proben- 

10 vorberettung, um eine Charakterisierung von Klelnstmengen zu erlauben. 

An entspreehende Probenvorbereltungsschrftte werden vlelfSltlge Anfordeaingen 
gestellt/ dabei mOssen 

a) Verluste an Probenmaterial gering gehalten werden, 

b) MSgKchkeiten zu elner ausftillslcheren Automatlsrerung gegeben seln, 

IS c) Analysen von Analyten Fn niedriger Konzentratfon neben anderan Analyfcen 
mit hoherer Konzentratson maglich sein, 

d) Probenvolumina im pi und sub-pl Berelch verarbeRet: werden kdnnen, 

e}m&glichst unlverseli einsetzbare Bnhelten fOr eIne VIelzahl verschledener 
Verf^hren geschaffen werden. 

20 us 5,833,927 betrifft eIne Vorrichtung, mIt der eIne Komponente aus einer FIQs- 
stgkelt gebunden werden kann. Die Vorrichtung 1st In Form elner Pipettenspitze 
ausgebildet. Die Bindung erfolgt an elner Membran, die sich quer zur Russrich- 
tung in der Pipettenspitze befindet. 

WO 88/09201 betrifft eine Vorrichtung zur Trennung und Relnigung von Mole- 
25 kQlen durch Adsorption der MolekQIe an einer l^atrix. Hierbei Ist- ein Chroma- 
tographlematerial in elner Pipettenspitze elngeschiossen. 



— Nachteilig an diesen Vorrichtu^igen ist, dass sle-groBe-Totvolumina aufwelsen. 
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dte tnsbesondere beim Umgang mlt Probenvolumlna Im MIkrollter- und Submik- 
roliterberelch Inakzeptabel sind und dass sla aus verschiedenen Materialten zu« 
sammengesetzt sInd. 

Zur Oberwindung der Problematik des Tocvolumens beschrelbt WO g8/37g49 ein 
— s - .Verfahren-zur Erzaugung afner Stnjktur,..dle sich Innerhalb-ielner UmhQIIung,. 
beispiebwelse einer Pipettenspitzei befindet Plese Struktur kann als sorbtlver 
Oder reaktiver Trager dienen, jedoch fuhrt die Veriagerxjng der StTukl:ur In den 
Pipettenspltzenauslauf zu gravierenden FunkClonsstOrungen und schlechter Re- 
produzlerbarkelt. 

10 DIese Probleme versucht die WO 01/07162 dadurch zu umgehen, dass auf der 
Inneren Oberfl^che eIner Ptpettenspltze efne Beschlchtung aufgebracht wfrd. Hier 
bestehen jedoch nachteilhafterweise die Pipettenspitze und die Beschlditung aus 
zwel unterschledlichen Maten'allen* 

Das Problem der schlechten Reproduzlerbarkelt und des schlechten Auslaufis der 
15 WO 98/37949 versucht die US 6^16,716 dadurch zu I5sen, dass In die Wand 
eines GefSBes Telle efnes Separadonsmedlums eingebunden sind. Nachtellig fst 
Jedoch auch hler, dass unterschledllche Materiailen kombtnlerc werden nnQssen. 

Bel einer zunehmenden Verklelnerung der Realctionsgef^Be, Pipettenspltzen, etc. 
Ist das Einbringen ^nes zweiten Materials zunehmend kompllzlerter. 

20 Brazilian 3. Med. Biol. Res (1994) 27: 1507-1516 beschrelbt ein Verfahren, bei 
dem Nylon-6-Kugeln In AmelsensSure aufgelSst und dann prSzlplUert werden, 
wodurch schwammartige Strulcturen und kolioidale Suspensionen erhalten wer- 
den kdnnen. An diese kBnnen dann Enzyme gebunden werden. Entsprechende 
SchwSmme und Suspensionen konnen nur schwer zu praktlkabten Tools fQr die 

25 MIkroanalytIk verarbeltet werden. 

Aufgabe der vorllegenden Erfindung war es, Formtelle zur Analyse und PrSpara- 
tion bereltzustellen, die die genannten Anfbrderungen eriullen und daba 
Nachtefle des Standes der Technik Qberwinden. 
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GelOsC wird die Aufgabe durch e(n einstQcklges Formtell aus KunststofP zur 
Analyse und Prdparatdon von Substanzen mit mindestens einem OberflSchen- 
bereic^ und eInem Innenberelch, wobei der mindestens eine Oberf)3chenbe- 
relch ein offenpoiiges, dreidimensionales Netzwerk 1st. 

s "EInstQcMg* im Sinne der Anmeldung bedeutet, dass das Formteil aus eInem, 
chemlsch einheitilchen Ausgangsmaterlal besteht. 

"Innenbereich" Ist der Tell des Formtells, der nicht Tell eines Oberflachenbe- 
relchs Ist. 

ErfindungsgemdB wird eIn Formtell aus KunststofF berettgestellt, das zur Ana- 
10 lyse und PrSparatlon von Substanzen geelgnet Ist. An der ObernSche exfstSert . 
mindestens eln Berelch mit einem ofPenporlgen dreldlmenslonalen Netzwerk. 
Die Formteile elgnen sich zur Behandlung von Proben Im Mikroliter- und Sub- 
mikroliter-Bereich. 

Bevorzugt Ist der Innenberelch frel von offenen Poren. 

15 Besonders geelgnete Kunststoffe fQr die Formteile sind Polyamlde, beisplels- . 
welse der T/pen PA6, PA66, PA46, PA12, Polysulfbne, Polyester und Polycarbo- 
nate. Auch Copolymere der enbprechenden Materiallen und MIschungen dersel- 
ben sInd mdgllch. Das gesamte Formteil Ist jedoch einstucklg aus dem glelchen 
diemlschen Material aufgebaut 

20 An die entspre^enden Formteile kSnnen i^ktanten gebunden seln. 

Besonders geelgnete Reaktanten sInd: 

• Proteine, Protelnderivate und Peptide, z.B. Antlkfirper, Antigens, Lektine, 
Heparine, Protein A, Protein G, Enzyme wie Proteasen, Phosphatasen, Glyco- 
sidasen, LJpasen, etc.; 

25 • NuklelnsSuren, z.B. Ollgo- und Polynukleotlde, DMA- oder RNA-Fragmente; 
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• Kohlenhydrate wie Monosaccharide, DIsaccharlde, Glycogen, StSrke, Dextrane 
und komplexe Kohlenhydrate; 

• Upide wie Triacylglycerine, Sterolde, Phosphoglyceride, Ganglloside; 
« AfFInitatsliganden, z.B. Chelatblldner/ Qbacron Blau; 

s • Efiektoren von Enzymen wte Inhlbltoren, AlctWatoren, Substrate, Cosubstrate. 

Entsprechende Reaktanten kdnnen an einem oder mehreren Oberflachenberel- 
chen des Formtells gebunden seln. Es kOnnen auch verschiedene Reaktanten an 
verschfedenen OberflMchenbereichen gebunden seln. 

Die Herstellung multlflinktloneller Schlchteri durch mehri^ch partlelle Akttvlerung 
10 der Oberfiache des Formtells und deren BestQckung mit untersdiledlichen 
Reaktanten eriaubt eine Abfblge von aufelnander folgenden Reaktlonen Im Mik- 
rolfterberelch ohne aufwendlge Zwischenschrltte. So kOnnte belsplelswelse In 
einer PIpettenspItze In der unteren Schicht eIne kovalent gebundene Protease 
Peptide erzeugen, die In der darOber (legenden Schicht durch hydrophobe Bin- 
15 dungen aus der ReaktlonslSsung entfemt werden und nach Elution im Mas- 
senspektrometer untersucht werden kfinnen. Dies ist in FIgur 10 dargestellt. 

Die Reaktanten kdnnen kovalent, lonlsch, Qber Kompl^blldung oder durch 
hydrophobe Wechselwirkung gebunden seln. Die BIndung kann' unmittelbar 
erfblgen oder mit l-lllfe von Unkem. Das Fbrmtell kann beisplelsweise als Pipet- 
20 tenspitze, Schlauchstuck, Stab, Einzeh oder MehrftichgefaB, Mikrotltarplatte, 
Tauchkdrperkugel oder Platte ausgeblldet seln. 

Gegenstand der Erflndung Ist auch ein Verfahren zur Herstellung der Formtelle, 
Hierbei wird eIn einstOcklges Formtell aus KunststofP an mlndestens einem 
Oberflflchenbereich parHelP gelOst, so dass eIn ofl^nporiger Oberfiachenberelch 
25 entsteht, der eIn dreidimensionales Netzwerk blldet. Dabel kann glelchzeltig, 
vorher oder nachtrSglich zur partiellen LOsung des Oberfiachenbereiches eIne 
chemische Aktivierung des Oberfiachenbereiches erPolgen. 
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DBS VerfBhren 1st dadurch gekennzelchnet, dass die Kunststoffbberfiache durch 
e!n flQsslges ReakUonsmedium angelOst wtrd und durch einen Wechsel des flQs- 
sigen Mediums die angelfiste Oberfiadienstruktur ertialten blelbt bzw. durch 
Ausmiung eina drefdlmanslonale Struktur entsteht. HIerdurch erfolgt eine er- 
-?-T-hebllch'e''Oberfladienvergr06erangr^Ie-fQr-dte-Anbindung -von - Substanzen-be-^ 
nutzt warden kann. 

Die genauen Verf^hrensbedlngungen sind erwartxingsgamflB abhSngig vom 
elngesetzten Kunststoff und kdnnen durch etnfbche Experlmcnte fQr ein gegebe- 
nes l^aterlal optimiert werden. Sowelt nur eIne Anifisung der Oberfiache ge- 
10 wOnscht wird, sind z.B. fOr Polyamlde besonders geeignete LOsungsmittel gestit- 
tjgte wissrige Phenoll6sung Oder 65%lge Amelsensaura. Soweit gidchzeltjg elne 
Frelsetzung welterer realdlver Gruppen erfblgen soil, elgnen sich insbesondere 
SSuren wte Salzsaure (> 2,5 1^). 

Die Elnwtrkdauer hangt u.a. ab von dem Oberflachenmaterial, mOglicher vorhe- 
is riger Oberfiachenbehandlung und der Tennperatur. Ste liegt ailgemeln im Bereich 
von 10 sec bfs 10 mtn, bevorzugt im Bereich von 30 sec bis 3 min. Im Falle einer 
gewQnschten Frelsetzung welterer reaktiver Gruppen an der Oberfiache durch 
Spaltung von Bindungen Im Kunststoff betragen diese t/plscherwetsa zwischen 1 
und 10 h, bevorzugt zwischen 2 und 3 h. Nadi Einwirken diesar l^eakUonsme- 
20 dien auf den oder die Oberflachenber^che erfolgt ein Wechsel der Reaktlonsme- 
dlenbedingungen. Dies kann erfblgen durch ainen Auslausch des Reaktionsme- 
dlums Oder durch VerSnderung der Konzentration durch Zusatz welterer 
Substanzen. 

Im Falle von Formtellenr die zur Aufhahme von FiOsslgkeiten geeignet sind 
25 (befspielsweise Pipettenspitzen, ReakUonsgefaBen, MIkrotiterplatten, Schl^u- 
chen), kann das notwendige ReakUonsmedium in eini^cher Welse hinelngege- 
ben Oder aulipesaugt werden. Im Falle von Tauchkdrperkugein, StSben, etc. wird 
der zu behandelnde Oberfiachenbereich in das ReakUonsmedium eingetaucht. 
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Dle erflndungsgemaBen Formtelle elgnen sich zur Analyse und PrSparaCfon von 
Substanzen, Insbesondere zur spezlflschen Konzentrlerung und Probenvorbe- 
reltung und zur Anrelcherung einer Substanz in einer Probe, zur Abreicherung 
efner stBrenden Substanz aus einer Probe, zur Analytmodlflkation, Insbesondere 

5 . .. 2ur speztfisehen Spaltung oder Entfsmung- von Modlfikation-wie- Phosphaten, 

ZuckereinheKen, FettsSureefnheiten. 

Belsplelsweise kann durch die Technlk der Extraktlon aus, Im Verhiltnls zuein* 
ander gesehen, grOBeren GefSBen und der Elutlon in wesentltch klelneren Gefa- 
6en, eine Konzentrlerung der gewOnschten Substanz Im Verhaitnts der Volumina 
10 der Extraktions- zu den Elutionsge^Ben errelcht warden, wie dies In Figur 11 
dargestellt ist. 

Extrakdon aus Volumen Vi « 500 pi 
Elutlon aus Volumen V2 = 10 pi 

erglbt eine SOf^che Konzentrlerung. 

FIgur 1 zaigt einen LSngsschnitt durch eine mit 85%iger AmeisensSure aktivlerte 
Nylon-6,6 Spltze (A: feucht; B: trocken). 

Figur 2 zelgt ainen ijangsschnttt durch ein mIt gesStdgter, wSssriger PhenollO- 
sung akUviertes Nylon-6 SchlauchstQck (A: feucht; B: trocken). 

Figur 3 zelgt eine Trennung unterschledilch hydrophober Peptide an einer akti- 
vierten Nylon-6,6 Spitze. 

Rgur 4 zelgt das Ergebnis einer Entsalzung einer Peptidmlschung. 

Rgur 5 zelgt massenspektroskopische Analysen von humanem Albumin nach 
Spaltung mit Trypsin, das an eine Nylon-6,6 Spitze gebunden ist. 

Figur 6 zelgt massenspektroskopisctie Analysen der Spaltung eines Phospho- 
peptides mIt alkallscher Phosphatase, die an eine Nyl6n-6,6 Spitze gebunden Ist. 



15 



20 



25 
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Figur 7 zeigt eine maissensptlctroskopischa Analyse eihies (allucQpeptld«s vbr und 
nach elner Spaltung mlt Peptid-N-Glucosldase F, die an eina Nylon-6,6 Spitza 
gabunden ist. 

Hgur 8 zelgt die Ergebnisse elner Entsalzung einer 17-mer-OllgonucleoUdiesun9 
— 5 — mlt-HIIfc-eineMkavlart»nNylon-6,6 Spltzar : 

Rgur 9 zelgt die Ergebnisse einer Anrelcherung von Phosphopeptlden aus elner 
LOsung. 

FIgur 10 zeigt eine Prfnzlpsskizze, bel der verschledene Reaictanten auf ver- 
schledene OberflSchenbereiche eines Formtells gebunden sind. 

10 FIgur 11 zelgt eine Skizze elner Anwendung der erfindungsgemSBen Formteile, 
bel der EJctraKUon und Elution In verschledenen Volumlna erfblg^ um eine Kon- 
s^ntrlerung der Substanzen zu errelchen. 

Beisplel 1 

/^vlerung elner PIpettenspltze 

IS Eine aus Nylon-6,6 besbehende PIpettenspRze wurde durch AnIOsen der Inneren 
Wandung mtttels AmeisensSure und nachfolgendes AusfHIIen des gelOsten Ny- 
lon-6,6 an der Innenwand durch VardOnnen der nylonhaltigen LBsung mit Was- 
ser aktlvlert. 

Eine Pipettenspltze wurde mit fblgenden Schritten behandelt: 

• 20 a) AufzIehenvonl5MlB5%IgerAmei5ensaure, 

b) sofbrtiges Nadizlehen von 4 pi elner gesStdgten Natrfumchioridlfisung zur 
VerdQnnung der AmelsensSure, 

c) Inkubation bel Raumtemperatur fQr 2 mtn., 

d) AusstoBen der Amelsensaure/NatriumchlorldlSsung und sorgQItiges SpQIen 
25 mit Wasser. 



Eine entsprediend behandelte Pipettenspltze Ist in der Rgur 1 dargestellt. 
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Belsptel 2 

Aktivierung efnas Schlauchtetis 

2a} Efn Nylonschlauch bostehend aus Nylon-6 wurde durch Zugabe einer wEss- 
rigen PbenollSiuhg'^Trnd hacKfdIgendes AusfSllen das* gelttsteh Nylbn^G' an 'der 
5 Xnnenwand durch Acetonzugabe behandelt. Die Aktivierung erfolgte wie fblgt; 

a) Aufzlehen von 15 pi eIner gesSttlgten wassrfgen Phenolldsung, 

b) Inkubatfon fOr 10 min bet Raunntemperatur, 

c) Nachziehen von 25 pi Aceton, 

d) 5 nntn warten, 

10 e) AusstoBen der Phenoh/AcetonlOsung und mehrfeches SpQIen mit Acaton. 
Efn entsprechend behandeltes SchlauchstOck fst In Rgur 2 dargestellt. 
2b) Altemativ erfolgte eine Aktivierung des SchJauchstQckes durch 

a) Auftiehen mIt 10 pi 85%lger AmelsensSure, 

b) Inkubatlon fQr 60 sec bei Raumtemperatur, 

15 c) AusstoBen der Ameisensaure und wlederholtes SpQIen mIt Wasser. 

Beispial 3 

BIndung von Proton an Nylon 6,6 Spltzen 

Eine Nylon-6^6-SpItze wurde mIt Dimethylformamid^ SO%lgem AcetonitrU und 
0,1 M Phosphatpuffer pH = 8,0 absorbanzkontrolllert bei 215 nm bis zu eIner 

20 maxlmalen AbsorbanzdlfFerenz von 0,04 gewaschen, AnschlleBend wurde die 
Spltze mit eIner Losung von 0,5 mg Hamoglobin/ml Phosphatpuffer 2 Stunden 
Inkubiert. Dann wurde die verblelbende Konzentration des HSmoglobins In der 
Losung photometrisch bei 215 nm gemessen und aus der Absorbanzdifferenz die 
gebundenen IWenge berechnet. Unter diesen Bedingungen konnte kelne Bindung 

25 nachgewlesen warden (0 \sg/cm^ Nylonoberflache in sechs Versuchen). 



10. JUL 2003 15:31 



DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



NR. 1102 S. 17/37 



-9- 

In einem zw«iten Experiment wurde eine Nylonspltze zuniichst mlt 15 pi 
85%iger AmelsensSure 2 mtn bet Raumtemperatur, wle im Belsptel 1 beschrle- 
ben, aktlvleit. AnschlleBend wurde wle oben gewaschen. Dann wurde die Spltze 
* wle oben beschrleben - mlt Hemoglobin Inkublert. Aus der Absorbanzabnahme 

"5™ "des HSmogidbins-lier^rsiw ergar siciT^ . eirrerBindirng^on 

18#4 )jg/cm^ Oberfiache. 

In eInem dritten Experiment wurde eIne Nylonspltze wle oben beschrleben mlt 
AmelsensSure akdvlert. Dann wurde die SpRze mit 2,9 M SatzsSure, 2,5 h bet 
37°C Inkublert und wle oben gewaschen. HSmoglobln wurde kovalent an Ami- 
10 nogruppen des Nylons Qber Polyethylenlmlnspacer mit Glutaraldehyd gebunden. 
Die BIndung betrug 26,5 pg/cm^ OberflSche (aus einer Doppelbestimmung). 

Efne vierte Probe wurde wle Probe drel behandelt. An Stelle von Hemoglobin 
wurde Tr/psin kovalent an die Aminogruppen des Nylons gebunden. Die gebun- 
dene Menge von 26,8 pg Tr/psln/cm^ wurde aus efner Aktivitatsmessung mlt 
15 fluorogenem Substrat bestlmmt. 

Belspiel 4 

Frakttonlerte Trennung von hydrophoben Peptlden 

Nylon*6,6 Spitzen (25 pi) wurden mlt 85%]ger Ameisensaure 30 sec angeldst 
und die SSure durch mehrf^ches Waschen mit Wasser entfemt Aus humanem 

20 Serumaibumln wurde durch Spaltung mit Trypsin eine MIschung definlerter Pep- 
tide hergestellt. In die aktivlerte Spltze wurden 7 pi einer Losung mlt 1,4 pg 
Peptidmischung in 20 mM Ammonlumbicarbonat mit eInem Zusatz von Trlfluo- 
resslgsSure elnplpettiert und nach 5 min Kontaktzeft ausgestoBen. AnschlleBend 
wurde die Spltze mit 50 pi etner wSssrlgen, 0,1% TrifluoressIgsSureiasung ge- 

25 waschen. Danach erfolgte die Elution der gebundenen Peptide mit je 10 pi 
wSssriger AcetonltrlllSsung, wobei der Acetonitrllgehalt von 10 auf 50% schrltt- 
welse erhOht wurde. Die Elutionslosung wurde mit MALDI*MS untersucht* Die 
Sequenzen der Peptide konnten durch Abglelch mlt einer Datenbank bestlmmt 
werden. Aus der so erhaltenen AmtnosSuresequenz der Identifizierten Peptide 
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wurde als MaB fdr die Hydrophoblzltat der Peptide der sogenannte "Gravy- 
Index" berechnet. 

Das Verhflltnis zwischen "Gravy-index" und anstelgender Acetonttnikonzentratl- 
on 1st In Rgur 3 dargestellt. 

5 BelspielS 

Entsabsung einer Pepttdmlschung 

Ein Nylon-6 SchtauchstQck wurde wie unter 2b) beschrleben akUviert Der akti- 
vlerte Nylonschlauch mft elner LSnge von 15 mm und einem Innendurchmesser 
von 1,9 mm wurde auf efne Pipettenspltze gestsckt und intensfv mit Dimethyl- 

10 fbrmamld, 100% Acetonltrfl und 80% Acetonltrll gewaschen. Dann wurde der 
Schlauch mlt 0,l%lger wSssrlger TrifluoressIgsSure aqulilbrlert und 10 pi elner 
Peptldmlschung (4,8 nmol/ml, 100 mM Natrlumchlorfd, 50 mM Phosphat, ange- 
sauert mit TFA) ptpettlert. Nach 5 min Kontaktzeit wurde die LSsung auspipet- 
tiert und der Schlauch mit 10 pi wSssrlger 0,l%IgerTFA gewaschen. Die gebun- 

15 denen Peptide wurden mit 10 pi 80%Igem Acetonltrll in Wasser elulert. 

Rgur 4A, oben zelgt das MAIDI WS Spektrum vor der Entsalzung. Die Rgur 4B 
zelgt das I^IALDI Spektrum nach Elutlon der Peptide aus dem Schlauch. 

Belsplel 6 

Kovalente Bindung von Trypsin 

20 Eine Nylon-6,6-spItze wurde wie folgt akb'viert: 10 pi 8Q%Iger AmelsensSure 
und dariach 1 pi gesattlgte KochsaidOsung wurden in die Spitze pipettiert und 
nacii 2 min ausgestoBen. Dann wurde die Spitze mehrmals mit Wasser gespQIt. 
In die so aktivierte Nylonspltze wurden 10 pi elner 2,9 M SalzsSure pipettlert 
und Z,5 h be! 37'*C. in elner Wasserdampf gesitb'gtsn Atmosphire inkublert> um 

25 die saureamidblndungen des Nylons partleli zu hydrolysleren. Nach Waschen der 
Splize mit Wasser und 0,1 IW PhosphatlBsung pH - 8,0 (Pa-Puffer) wurde mit 
Glutaraldehyd umgesetzt Dazu wurde die Spitze mit 10 pi 2,5%iger Glutaralde- 
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hydlOsung (v/v) tn Pa-PuffRar 18 min bel Raumtemperatur inkubiert Nach Inten* 
sivem Waschen mit Wasser und Pa-Puffer erfblgt die Bindung das Spacars Poly- 
ethylenfmin (PEI) durch Inkubatlon mIt 10 pi einer l%lgan PEI-Ldsung in Pa- 
Puffer (w/v) fDr 1 h bai 37«C, Nach dem Waschen mIt Wasser und Pa-Puffer 

_5 w urden Obrig g ebllebena Blndungsstell en durch Ink ubatl on bet fQr mlndes* 

tens Zh, besser Qber Nacht/ mit 10 |jI etner Aminosauremischung aus Je 0^ mg 
Phenylalanini Leucln^ Arglnin, Glycin und Asparaginsflure / 1 mi Pa-Puffer Inku- 
biert. Dann erfoigt elne zwelte Inkubatlon mIt Glutaraidehyd (2,5% tn Pa-Puffer, 
18 mln bet F(aumtemparatur). Nach tntenslvem Waschen mIt Wasser und Pa- 
lo Puffer werden 10 etner Trypsiniasung (img/ml Pa-Puflter) tn die Spltze plpet- 
tiert und 23 h bei 4''C Inkubiert. Dann erfoigt nach Waschen mIt Pa-Puffer die 
Reduktion der gebtldeten Doppelbtndungan zwischen den Aldehydgruppen des 
Glutaraldehyds und den Aminogruppen des Nylons, des PEI bzw. des Trypsins 
mIt einer 0,1 |v| NaBHa-Uosung In Pa-Puffer (30 min bel Raumtemperatur). Die 
15 iviylonspltze wurde zum Schiuss mIt Wasser, Pa-Puffer, 1 1^ NaCI-Ldsung In Pa- 
Puffer, 0,5% OctylglycosId In Pa-PufPer und Pa-Puffer gewaschen. Die gebunde- 
ne Trypsinmenge wurde mIt dem fluorogenen Tr/pslnsubstrat Bz-Arg-AMC*HCI 
bestimmt, Dazu wurden Ober etnen Zeitrum von ja 2 min Jewells 10 pi aus el- 
nem Gesamtvolumen von 150 (j| einer Substratlttsung (25 \jM Bz-Arg-AI^C-HCI 
20 in 20 mM NH4HCO3, das 0,5% n-Octylglycosid enthSIt) mIt dem CyBI-Well Multl- 
plpettor aufgezogen und unter SchQtteIn ausplppetiert. Das gebildete AI^C wur- 
de bei 360/440 nm mit einem Ruoreszenzreader gemessen und mit mitgefOhr- 
ten AMC Eichwerten vergllchen. Der Test ergab eine gebundene Trypsinmenge 
von 5,9 Mg« 

25 Die Spitze wurde wiederholt zum Verdau unterschiedllch konzentrierter Human- 
serumalbumfnldsungen (HSA) dngesetzt. Die gespaltenen Peptide wurden im 
MAI^I-MS nachgewiesen. Figur 5 zetgt zwei I^ALDI-Spektren von HSA-Peptlden 
nach Jewells 10 min Tr/pstnverdau. Figur 5A zeigt das SpaltungsergebnIs von 
humanem Albumin bei der ersten (oben) und Figur 5B bei der sechsten Benut- 

30 zung. Die Spltzen sind also fQr mehrfochen EInsatz hinreichend stabll. 



10. JUL. 2003 15:31 



DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



NR. 1102 S. 20/3 



-12- 

Belspiel 7 

Spaltung elnes Phosphc^epOds mit alkalls^er Phosphatase 

An eine Nylon'6,6 Spftze/ aktivteit durch AnlOsen mit 10 \A e5%iger Amelsen- 
~ ' saure aysec unci AushSIIen mIt Wasser, wufYle gereinlgta'aikalTsche Phosphatase 
5 CAP) aus Kaiberdarm mit geringen Anderungen der Prozedur analog Trypsin 
(Beispiei 6) Icovalent gebunden. Nach der zweften Glutaraldehydalctivierung 
wurde die Spitze intensiv mit 20 mM NaHCOa-ljosung an Stelie des Phosphat- 
puffers gewaschen. Die AP wurde zur Bindung ais IjOsung von 1,38 mg/ml in 60 
mM NaH^a efngesetzt. 10 pi dieser Lflsung wurden in die Nylonspitze pipettiert 

10 und 23 h bei 4"C Inicublert. Nach der Inloibation wurde die AP-L6sung auspipet- 
tiert und spater mit den Waschldsungen vereinigt. Dann wurde die Spitze mit 8 
X 10 |j| 25 m|wi Diethanoiamin/HCi, pH » 9,8 (DEA) gewaschen. In den verel> 
nlgten Waschldsungen wurde die Aldjvitat der AP mit p-Nitrophenytphosphat als 
Substrat in 1 M DEA, pH s 9,8 photometrlsch besUmmt und mit der eingesetz- 

15 ten AP-i^enge vergilchen. Aus der Abnahme der AP-Menge wurde In Kenntnis 
der spedflschen Aldjvitat auf die an die Spitze gebundene Menge AP von 6,5 ^g 
geschiossen. Die Reduktion der DoppeiMndungen mit Na6H4 erfblgta In 0,1 M 
NaHCOs. NaHCOa wurde audi fQr die nachfblgenden Waschschntte an Stelie von 
Phosphatpuffer elnges^zt. Die AldSvitSt der gebundenen AP In der Spitze wurde 

20 durdi Spaltung elnes Phosphopeptids mit Hilfe der MALDI-i^S untersucht. 8 pi 
einer Ldsung von 1,6 pg elnes Phosphopeptids In 20 mM DEA pH - 9,3 wurden 
in die Spitze plpetUert und 5 min bei Raumtemperatur Inlcubiert. Das MALDI 
Spelctrum der negativen lonen nach 5 mIn Inlcubatlon zeigt, dass das PHospho- 
peptid (monolsotopische Masse 1238,35 Da) nicht mehr nachweisbar 1st. Das 

25 Erschelnen elnes neuen Peaks Cfnonolsotooplsche Masse 1158,35 Da) mit einer 
urn 80 Da reduzierten Masse zeigt die Abspaltung einer Phosphatgruppe (Rgur 
6). 

Beispiei 8 

^altung efness WucQpeptfds 
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Elne'Nylon-6,6 Spitze - analog Belsptel 7 - wurde wla folgt behandalt: 

* Inkubatlon mit 10 pi 2,9 M HCI (2,5 h ST'^C), 

* Glutaraldehydblndung (10 pi 2,5% Glutaraldehyd In 0,1 M Pa-PufF^r pH « 8,0, 
lig^oiteLheiJaMPriteoipgratur}, 

5 - Bindung des PS^Spacers (10 pi l%lge PEI-LOsung In 0,1 M Pa-Puffer 1 h bel 

- Blockung mit einer Amlnosauremischung (10 pi alnar MIschung aus je 0,5 mg 
Phenylalantn, Leudn, Arglnin, Glydn und Aspareglnsaure / 1 ml Pa-*Puffer, 2 h 
bel 4^C), 

10 ^ Glutaraldehydblndung (wie oben) 

HIeran wurde PNGase F der Rrma Boehringer (10 pi mit 0,2 U/ml, 23 h bel 4''C) 
gebunden. Danach erfolgte die Reduktion mit NaBH4 und Waschungen wie Im 
Beispiel 6 fDr Tr/pslnblndung beschrleben. Die Nylonspitze wurde nach jeder 
Inkubatlon grOndiich mit Pa-Puffer gewaschen. 

IS Oer Nachwels der Bindung von enzymatlsch aktiver PNGase F wurde durch 
Deglycosyllerung elnes Glycopeptides gefOhrt, das aus einem tryptischen Verdau 
von alkalischer Phosphatase diromatographlsdi gerelnlgt wurde. 

10 pi eIner Losung von 0,5 pg des Glycopeptlds in 10 ml^ Trts/HQ pH « 8,3 
wurden In die Nylonspitze pipettlert und 20 h bel Raumtemperatur inkublert. 

20 Rgur 7 zelgt das Massenspektrum vor (7A} bzw. nach der Inkubatlon (7B), Die 
Kohlenhydratreste sind abgespalten. 

Beispiel 9 

Entsafzung eines OllgonudeoUds 

EIne, wte im Beispiel 1 beschriebene, aktivlerte Nylonspitze wurde mit einer 
25 wassrigen 0,1% TFA-Losung aquiHbriert. Dann wurden 10 pi efner L6sung elnes 
17-mer Ollgonudeotfds (25 pmol/lpl) In 5 mM EDTA, 100 mi^ NaCI, 1 mM MgClz 
und 10% Glycerol/ pH 5>2 In die Spitze pipettlert- Nach 10 min Kontaktzelt- - 
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wurde dlQ Ldsung ausgestoBen und die Spltze mit 3 x 10 pi wSssriger 0,1% 
TFA-LOsung und 3 xlO |j| 0,1% TFA / 40% Acetonitril-Ldsung gawaschen. Die 
Bution srfbigte mIt 6 Ml «Iner LOsung von 50% AcefconKril 50 mM NH«OH pH « 
9,0. Rgur 8 zelgt die MALDI Spektren der Ausgangslosung (A) und (B) nach 
s fntsalzung an der NyJonspItze. ... 

Belsplel 10 

Herst^lung eines Moduls lojr Anreichervng von Phoj^hopeptMen aus etnerPep- 
tidmlsehung 

1) Herstellung des Moduls 

10 a) Aktlvlerung mIt Phenol und Salzsaure 

Das Modul, das aus acht Nylon-6 StSben besteht, wurde zunSchst mIt Chlo- 
roform entfettet und danach 15 mm tief fOr 10 min In eine gesSttlgte wSssriga 
Phenolldsung getaucht. 

AnschlieBend wurde das angeldste Nylon durch Elntauchen fQr 5 min in 100% 
15 Aceton an den St^ben ausgefiilt und danach mehrmals grundllch mIt 100% 
Ethanol gespGlt. 

Nach dem SpQIen erfolgte eIne weitere R^Isetzung reaktlver Gruppen durch 
Inkubation fOr 2,5 Stunden bei 37«C m)t 2,9 M HO. AnschlieBend wurde 
mehrmals grQndllch mK Wasser gewaschen. 

20 b) Aktlvlerung mIt BIsoxiran 

Das zuvor mit Phenol und Salzsiure akOvierte Modul wurde fQr 20 h bel 80°C 
unter stSndlgem SchOtteln in 10 ml einer L6sung aus: 

• 9 ml BIsoxiran 

• 1 ml 100% Ethanol 

25 • 1 ml 25 mM wSssrigen Natriumcarbonatldusng (pH=: 11) 
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Inkublert und anschlleBend mehrmals sorgfflltig mit Wasser gewaschen. 
a) ImmobllisatlQn von Zminodlesslgsiure (IDA) 

Das zuvor mit Bisoxiran aktivlerta Mqdul wurda fur 20 h bef 50^C unter standi- 

gem^schotittinm^iOTiireii^ — — 

5 • 1 g IDA gelOst In 

• 10 mL einer 25 mM wftssrigen Natr1umcarbonatl6sung (pH » 12) 

inkublert und anschlleBend wlederum grOndllch mit Wasser gewaschen. 
a) BIndung von Kupfer-(II)-Ionen 

Das Modul mit Immobilislertem IDA wurde fQr 1 h bel Raumtamperatur unter 
10 standlgem SchQtteIn In 10 ml eIner LSsung aus: 

• 10mMKupfer-(n)-Chlor1dgeI0stin 

• 50 mM Na-Acetatpuffier (pH s 5) 

Inkublert, wobel die 10 ml LBsung nach 30 mtn gegen 10 ml der glelchen Lttsung 
ausgetauscht wurde. 

15 2) Einsatz des Moduls zur Phosphopeptidanreicherung 

EIn Nylonstab des so hergestellten Moduls wurde etwa 10 min In 300 |jl eIner 
LBsung aus tryptischen Peptlden von Humanserumalbumin (1,28 nmol) und 
einem Phosphopeptid (1,8 nmol) In . 50 mM MES-PufFer (N-* 
mophollnoethansulfonsaure) pH » 5,5 mit 10% Acetonltril (ACN) getaucht. Der 
20 Stab wurde dreimal mit je 170 pi 45,5 mM MES-Puffer pH ^ 5,5 In 40% ACN 
und swelmat mit Wasser gewaschen. Danach wurde mit 30 |jl einer 1% NH4OH- 
Losung in 40% ACN elutert. 

Flgur 9 zeigt die negativen MALDI Spektren A) der Mlschung von Phosphopepttd 
mit HSA-Peptlden und B) nach Elution vom Metall-Chelat-Nylonstab. 
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Patentanaprflche 

1. EinstQcklges Formtell aus KunststofP zur Analyse und Praparatlon von Sub- 
stanzen mit mindestens einem Oberfiachanberetch und einem Innenbe- 
j«tch, . . 

wobel der mindestens eine Oberfiachenberelch ein offenporlges, dreidl- 
menstonales Netzwerk ist. 

2. Formteil gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass der Innenberelch 
kelne offenen Poren aufwetst. 

3. Formteil nach einem der AnsprOche 1 oder 2 dadurdi gekennzeichnet, dass 
10 der Kunststoff ausgewdhlt wird aus Polyamlden, Polysulfonen, Polyestem, 

Polycarbonatan sowie Copolymeren und MIschungen derselben. 

4. Formteil nach ^nem der AnsprOche l bis 3, dadurch gekennzel^netr dass 
an den mindestens einem OberflSchenberelch mindestens teilwefse Reak- 
tanten gebunden sind. 

IS 5. Formteil nach Anspruch 4, dadurch gekennzelchnet, dass die Reaktanten 
ausgewShlt sind aus Protelnen, NukleinsSuren, Kohlenhydraten, Uptden, Af- 
finltatsllganden, Effaktoren von Enzymen. 

6. Formteil nach einem der AnsprOche 4 oder 5, dadurch geicennzeichnet, dass 
die Reaktanten fiber reaktlve Seltengruppen des KunststofFs gebunden sind. 

20 7. Formteil nach einem der AnsprOche 1 bis 6, dadurch gekennzelchnet, dass 
das Formteil als Plpettenspltze, Mlkroplatte, SchlauchstOck, Stab, EInzel- o- 
der MehrfachgefSB, Tauchk€rpeii(ugel oder Platte ausgebildet 1st. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Formtells nach einem der AnsprOche 1 bis 7, 
beJ dem ein einstQcklges Formteil aus Kunststoff an mindestens einem Ober- 
25 fiachenberelch partiell gelost wird, um mindestens elnen offenporigen Ober- 
flachenbereich zu erzeugen, der ein dreldlmensionales Netzwerk ist. 



s 
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9. Veifihren nach Anspruch 8, dadurch gekennzelchnet dass, vor, glelchzeMg 
odar naChtrSgllch zur partiellen LOsung des Oberflfichenberelchas dne che- 
mische Aktlvierung des Oberfiachenberelches erfblgt. 

10. Formteil erhSltHch durch e in Verfahren nac h Anspruch a Oder 9. 

5 ll.Verwendung eines Formtens nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 7 
zur Analyse und Preparation von Substanzen, 

12.Verwandung nach Anspruch 11, dadurch gekennzelchnetr dass das Fornitell 
zur Identifikation und Quantifikation von Analyten, insbesondere zur spezlfi- 
schen Konzentrlerung und Probenvorbereitung elngesetzC wlrd. 

10 13.Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Formteli 
zur Anreicherung einer Substanz In elner Probe, zur Abrelcherung einer stS- 
renden Sutistanz aus einer Probe, zur Analytmodifikatfon, insbesondere zur 
spezlfische Spaltung oder Entf^mung von Modifikatton wie Phosphatgruppen, 
Zuckereinheiten, Fettsaureelnhelten eingesetzt wird. 
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ZuMmmanfafifiunn 

ElnstOcWges Ftormtell aus Kunststoff zur Analyse und Priiparatlon von Substan- 
zen mit mlndestens einem Oberfiachenberelcb und elnam Innenberefch, wobei 
der mindestens eine Obeifiachenbereich ein offenporiges, dreldtmensionaies 
5 Netzwerk ist. ' 



10. JUL. 2003 15:32 



DOMPATENT VON KREISIER KOELN 



MR. 1102 S. 27/37 






en 

» qj 

o. s: 
KD in 

c: .!S 
o V 

z < 



10. JUL. 2003 1S:32 



DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



NR. 1102 S. 29/37 



-3/11- 




10. JUL. 2003 1S:33 



DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



NR. 1102 8. 31/37 



-5/11- 



Ji I 



to/x 



1 



uLLlL 



ill 



I 



i 



3 



Flg.5 



10. JUL 2003 15:33 



DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



NR. 1102 S. 32/37 



-6/11- 



I 



'6? 



i 



i 



I 



I 



I 



I 

C9 



f 



I I i ii ' i I I I I ' 



-i 



i 



10. JUL. 2003 15:33 



DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



NR. 1102 S. 33/37 



-7/11 




DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



NR. 1102 



-8/11- 



m/z 



S23S.S7 



B 



m/z 



Flg.8 



10. JUL. 2003 15:33 



DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



NR. 1102 S. 35/37 




10. JUL. 2003 15:33 DOMPATENT VON KREISLEX KOELN 



NR. 1102 S. 36/37 



-id/xi- 



Flg. 10 




Skizze 1 

Reaktant 3 
Reaktant 

ReaWant 1 




Formtell Stab 



Formtell Spitze 



10. JUL. 2003 15:33 DOMPATENT VON KREI8LER KOELN NR. 1102 S. 37/37 



11/11- 



Fig. 11 



Skizze 2 




Extraktion 



Elution 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
^ FADED TEXT OR DRAWING 

□T BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GjRAY SCALE DOCUMENTS 

[2 LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



